REPUBLIQUE francaise 

INST1TUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



da publication 

(A n utiliser quo pour 
le classement et les 
commandes de reproduction.) 



2.027.356 



PARIS 



(21/ H° d'enrtgistrement national : 
(A utiliser pour les paiements d* annuites. 
les demandes de copies officielles et toutes 
autres correspondances avec n. N.P.I.) 



69.45316 



DEMANDE 
DE BREVET D' INVENTION 



1" PUBLICATION 



(3) Date de depot 29 decembre 1969, a 16 h 58 mn. 

Ml) Date de la mise a la disposition du 

public de la demande B.O.P.I. - t Ustes » n° 35 du 25-9-1970. 

© Oass'tf ication Internationale (Int. a.) . . . . A 61 k 21/flQ/C 0 7 i 57/00; C 12 1 9/00. 
@ Deposant : Soclete dite ; FUJISAWA PHARMACEUTICAL CO., LTD., rest- 
dant au Japon. 



Mandataire : Harle & Lechopiez. 



54) Nouvel antibratique, ses derives et sa production. 



(95) Invention : Kei Arima, Gakuzo Tamura, Heiichi Sakai, Masanobu Kohsaka, 
Kazuo Kariyone efHisatoyo Yazawa. 
(33) (S2) (3l) Priorite conventionnelle : Demandes de brevets diposSes au Japon le 
30 decembre 1968, n" 83/1969 et le 26 juin 1969, n" 50.780/1969 
au nom de la demanderesse. 



Vente des fascicules a IIMPRIMERIE NATIONALE. 27. rue de la Convention PARIS (15") 



esp@cenet document view 



Page 1 of 1 



5H-PYRROLO {8 2,1-C{9 {8 1,4{9 {0 BENZODIAZEPIN-5-ONES 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 

Applicant: 

Classification: 

- international: 

- european: 



US3692777 
1972-09-19 

ARIMA KEI; TAMURA GAKUZO; SAKAI HEIICHI; 
KOHSAKA MASANOBU 

FUJISAWA PHARMACEUTICAL CO 



C07D487/04; C07D487/00; (IPC1-7): C07D53/06 
C07D487/04 
Application number: USD3692777 19691229 
Priority number(s): JP1 9680000083 19681230 



Also published as: 

SU474148 (A1) 
ES375015 (A) 
ES375014 (A) 
ES375012 (A) 
BG19178 (A) 



Report a data error here 



Abstract of US3692777 

This invention contains a novel antibiotic produced by a culture of Streptomyces achromogenes var. 
tomaymyceticus in a nutrient medium and derivatives thereof which are active against a number of 
microorganisms, phages and viruses, and effective in the treatment of tumors. 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3.espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=US3692777&F=8 



2/21/2006 



69 45316 , . 2027356 

La presente invention concerne un antibiotique nouveau et 
utile, ses derives et ses procedes de production. II concerne plus 
particulierement un nouvel antibiotique sous des formes variees, 
et ses procedes de production par fermentation, de meme que sa 
5 concentration, sa recuperation, sa purification, son isolement, 
et la production de ses derives. 

L' invention comporte dans son etendue une substance anti- 
biotique sous des, forme s.diluees, comme des concentres bruts, et 
sous formes cristallines pures, L' antibiotique desire et ses deri- 

1C ves presentent une haute activite vis-a-vis d'une variete de mi- 
croorgariisme qui comprend des baoteries Gram positives et Gram 
negatives, des mycob^cteries, des champignons et des- bacleriopha- 
ges. On a observe in vitro sur quelques virus une forte action 
- pour les detruire. Leurs possibilites d'arreter la croissance 

15 et le developperaent de certaines tumeurs transplantables et pro- 
voquees, est une autre propriete antibiotique importante. Les 
propri£t£s antibiotiques des composes les rendent d'une grande 
utilise comme agents therapeutiques dans le traitement de nom- 

." breuses maladies. L' antibiotique conforme a l 1 invention est pro- 

20 r duit par un proc^de - £e fermentation dans des conditions oontr8- 
lees, dans lequel on utilise une espece de Streptomyces jusqu'a 
present inconnue. 

LE MICROORGANISMS 
Le microorganisme utilise pour la production de cet anti- 

25 biotique est une espece recemment decouverte de Streptomyces iso- 
lee a. partir d'un echantillori d' impure te recueilli "a Musashi- 
Koganei au Japon. Une culture de l'organisme vivant a ete deposee, 
et ajoutee a la collection permanente de reserve de la Collection 
Amdricaine de Culture, Rockville, Maryland aux Etats-Unis d'Ame- 

30 rique. On lui a donn<§'le numero ATCC 21 353 et il est designe 

dans la suite comme variete de Streptomyces achromogenes tomay - 
myoeticus . 

II est bien entendu qu'en ce qui concerne la production du 
nouvel antibiotique, l' invention ne se limite pas a 1 'utilisation 

35 de l'organisme particulier decrit, ou d'organismes qui repondent 
tout a fait aux caracteristiques microscopiques et de croissance 
decrites ici, que l'on donne a titre illustratif . On desire essen- 
tiellement et on se propose d'inclure 1 'utilisation d'especes mu- 
tantes produites a partir de l'organisme desire par des moyens va- 

40 ries comme les rayons X, les radiations ultraviolettes, l'yperite 
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azotee, l' exposition aux phages. 

On desire aussi et on se propose d'inclure tout organisme 
sans tenir compte de son apparence ou de , son comportement physio- 
logique, que l'on peut developper par des mpyens de transformation, 
5 de transduction, de recombinaison genetique, ou d'autres procedes 
ggn^tiques utilisant un acide nueleique pour former I'espece de- 
crite,. par lesquels on a. acquis la possibility d.'elaborer le pro- 
duit decrit ici, ou d'effectuer la transformation biologique de- 
crite ici. • ...... 

10 Pour isoler et earacteriser le microorganisme, .on.agite une 

fraction d'eohantillon d'i.mpurete dans de l'eau distillee sterile 

et on la depose dans le milieu a base d'agar de Krainsky. Apres 

avoir incube a 30°C, pendant sept- jours, on. i sole des colonies de 
variete de. Streptomyces aclfomcgenes "tomaymiceticus ATCC 21 353 a 
15 partir du milieu, et on les fait pousser ensuite dans le milieu 
d 1 agar de Bennett . 

MORPHOLQGIE MTCROSCOPIQUE " 
La morphologie, de la variete de Streptomyces achromogenes 
tomay-myceticus ATCC 21 353 qui a pousse" .dans le milieu de Czapek 
20 a 30 °C. pendant dix a quatorze jours, est donnee ci -apres. La 

conidie est spherique ou ovolde avec une surface polie.- On observe 
un long mycelium aerien ramifie" et a chatne droite ou faiblement 
incurve, avec une faible croissance f .... 

CARACTERISTIQUES PHYSIOLOGTQUES ET 3E CULTURE 
25 Les caracteristiques physi'ologiques et de culture^-de la nou- 

velle espece de S. achrom. var tomay-raycetieus ATCC 21^3 dans un 
certain nombre de railieuxsont donnees ci-apres. L'obseEfetion a 
etc faite apres dix a quatorze jours d' incubation, a 30^BS Le temps 
d 1 incubation et la temperature sont les raemes que ceux:-5ndiqu£s 
30 ici, sauf indication contraire. 

Agar de Czapek - Croissance blanche a jaune pale de la colo- 
nie, faible eroissance du mycelium aerien blanc pulveruttent; pas 
de pigment soluble. - - - - 

Agar amidon-ammonjaque - Croissance faiblement grisatre avec 
35 mycelium aerien gris fonce pulverulent; pas de pigment soluble. On 
constate une faible action diastasique. 

Agar glucose-asparigine - Croissanoe blanche a legerement 
i voire de la colonie; pas de croissance ou faible oroissance du 
mycelium aerien blanc pulverulent ; pas de pigment soluble. 
40 Agar malate de calcium - Croissance cremeuse avec mycelium 
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a£rien Mane k gris fonce pulverulent; pas de pigment soluble. Le 
raalate de calcium est solubilise. 

Agar tyrosine - Croissance vegetative incolore ou legere- 
ment brune sans mycelium aerien et sans pigment soluble. 
5 Bouillon d'agar - Croissance cremeuse de la colonie sans 

mycelium aerien; pigment soluble brun produit. Pas de production 
d'hydrogene sulfure apres sept jours d' incubation. 

Agar de Bennett - Croissance leger&iHent cremeuse de la colo- 
nie; pas de mycelium aerien et pas de pigment soluble. Apres in- 
10 cubation a 37°C, croissance brune de la colonie avec un mycelium 
aerien gris fonce pulverulent et production d'un pigment soluble. 

brun. . — — 

Bouillon de glucose - Croissance cremeuse de la colonie 
avec un pigment soluble brun; pas de croissance de mycelium ae- 
15 rien. 

Solution de glucose de Czapek - Faible croissance superfi- 
cielle incolore de la colonie, et. faible croissance du mycelium 
aerien pulverulent, pas de pigment soluble. Le nitrate n'est pas 
ou peu r^duit en nitrite. 

20 Gelatine stabilised - Croissance cremeuse sans mycelium 

aerien et sans pigment soluble apres une incubation de ?1 Jours 
de 15 h 20°C. II y a une faible liquefaction de gelatine. 

Lait de tournesol - La culture croxt comme un noyau cremeux 
a la surface. II y a production d'un pigment soluble brun, fai- 

25 blement grisStre. II y a une legere peptonisation, mais pas de 
coagulation. 

Fecule de pommes de terre - Croissance vegetative cremeuse 
grisEtre avec une surface plissee; faible croissance du mycelium 
aerien blanc pulverulent; production de pigment soluble brun 
fonce . 

Agar de cellulose - II n'y a pas de croissance avec des ions 
ammonium ou nitrate utilises comme source de l' azote. 
UTILISATION DE SOURCES DE CARBONE 

L' utilisation de sources de carbone a ete effectuee selon 
35 la methode de Pridham et Gottlieb apres sept jours d' incubation 
a. 30°C 

(a) Les substrats frequemraent utilises comprennent; le glu- 
cose, le xylose, le mannose, le fructose et le mannitol. 

(b) Les substrats mbderemment utilises comprennent: l'ara- 
40 binose, le rhamnose, le saccharose, le lactose, le trehalose, le 
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raffinose et 1 'inositol. 

(c) Le substrat peu utilise est : la salicine. 

L'ANTIBIOTIQUE 
On produit le nouvel antibiotique de l 1 invention lorsque 
5 la variete de Streptomyces achromogenes tomaymyceticus se deve- 
loppe dans un milieu nutritif dans des conditions aerobies, im- 
mergees controlees. On peut utiliser une grande variete de milieux 
nutritif s dans la phase de croissance du procede. On a maintenant 
trouve que les meilleurs resultats e talent obtenus lorsque l'on 
10 utilisait un milieu aqueux contenant une source de carbone assimi- 
lable et une source d' azote assimilable, ou une matiere du type 
prot eique. On comprend d ans les sources de carbone assimilable 
des alcools polyhydriques et des mono-, di- et poly-saccharoses 
tels que le glucose, le fructose, le saccharose, le sucre, la 
15 cassonade, l'amidon, l'amidon de ble, le galactose, la dextrine, 
la glycerine, les melasses et les composes identiques. Les mate- 
rleux du type proteique coraprennent des prolines non modifiers 
et des produits de degradation des prolines, en particulier csux 
qui se forraent a partir de l'hydrolyse de prolines Les compo- 
20 s£s azotes assimilables et les materiaux du type proteique peu- 
vent comprendre de la liqueur de hie" macer<5e, de la levure, de 
la levure de Mere, autolyse'e avec des solides laiteux, de la 
farine de soja, de la farine d'arachide, de la farine de graines 
de coton, de la farine de ble, des solides laiteux, des produits 
25 de digestion pancr^atique de la caseine, des rSsidus de distilla- 
tion solubles, des liqueurs peptoniques animales, des extraits de 
farine, des peptones, de la farine de poisson, de l'extrait de 
levure, des petits morceaux de farine et d'os, et des matieres 
inorganiques corame des nitrates et des sels d' ammonium. Ces sour- 
30 ces de carbone et d' azote bien qu'utilisees avantageusement 
sous forme combinee, n'ont pas besoin d'etre pures pour etre 
utilisees, de la meme facon que des matieres moins pures, qui con- 
tiennent des traces de facteurs de croissance et des quantites 
considerables de matieres nutritives minerales, sont appropriees 
35 pour cette utilisation. Si on le desire, elles peuvent etre ali- 
mentees par des sels mineraux comme le chlorure de sodium, le 
chlorure de potassium et des agents tampon comme le carbonate de 
calcium et le phosphate de calcium. On peut ajouter si necessaire 
un agent anti-moussant comme de la paraffine liquide, des huiles 
40 grasses ou des silicones, au milieu de fermentation.^ 
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Pour une croissance et un developpement. maxims de la 
variete de Streptomyces achromogenes tomaymyceticus, on doit ajus- 
ter le pH du bouillon de culture avant inoculation de l' organisms 
entre environ 5,5 et 8,0, et de preference entre environ 6,0 et 
5 7,0. On a observe que durant la periode de croissance de l'orga- 
nisrae et la production de I'antibiotique, le milieu peut continuer 
a garder un pH compris entre environ 6,0 et 6,5. H apparalt que 
la production d'antibiotique est optimale et roaximale lorsque la 
temperature du bouillon de culture est maintenue entre environ^ 
10 25 et 37°C. pendant 40 a 80 heures environ. Au bout de cette pe- 
riods on a forme une quantite substantielle d'antibiotique. 

^^raime^n-±e--prefere pour la production dlaatr es an t i bioti c 

ques en quantite importante, les conditions de culture aerobie 
immergee dependent du choix de production en grande quantite de 
15 I'antibiotique. Pour la production de petites quantites d'antibio- 
tique, on peut effectuer le precede de culture immergee dans des 
petits ballons ou flacons qui sont, ^oit remues,soit agites par 
des precedes mecaniques convenables. Cependant, lorsqu'on desire 
de grands volumes du milieu nutritif inoeule,on peut les elever 
20 dans de grandes cuves ou reservoirs habituellement employes dans 
1' Industrie de la fermentation. Pour. la production de grandes 
quantites, 11. eat preferable d'utiliser la forme vegetative de 
l'organisrae pour 1 ' inoculation de la production, et des cuves et 
des reservoirs pour eviter un retard dans la croissance de la 
25 production de i'antibiotique. 

Par consequent, il est preferable d'abord de produire un 
inoculum vegetatif de 1'organisme en inoculant une quantite rela- 
- tivement faible de bouillon de culture avec des spores de 1 orga- 
nising et ensuite de transporter l 'Inoculum vegetatif d une facon 
30 aseptique aux vastes" reservoirs ou cuves. Le milieu, dans lequel 
1 'inoculum vegetatif est produit, peut Stre le meme ou different 
de celui utilise pour la production de i'antibiotique. 

L'agitation et 1'aeration du melange de culture peuvent 
Stre effectuees par des moyens varies. On peut utiliser un agita- 
35 teur ou un- procede mecanique semblable pour tourner ou remuer le 
ferment, des precedes varies de pompage, ou le passage d air ste- 
rile a travers le milieu. On peut realiser Iteration par 1 in- 
jection d'air sterile. dans le melange de fermentation ou en pul- 
verisant, en faisant gicler, en repandant le melange dans ou a 
40 travers une atmosphere. 
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Apres avoir separe 1 • antibiotique conforme a l'invontion de 
tout le bouillon, par filtrstion ou centrifugation, on peut le re- 
cuperer a partir du milieu de culture par dos techniques d 1 ex- 
traction ou d 1 absorption, que l'on utilise couramaont en rola- 

5 tion avec la recuperation d'antres antibiotiques. On pout effec- 
tuer 1* extraction par 1' utilisation do solvents do preference 
des solvants organiquos polaircs. 6or.prc.nant dosalcools comma lc 
methanol, l'ethanol, le propanol, l'isopropanol, lo butanol; dos 
esters alkyl d'acides gras commo l'acetnto d'ethyle; des cetones 

10 comsie 1' acetone; dos hy&r ocarburo s chlores coumo lo chlorof orao ; 
et la pyridine. On pcut utiliser e-alanant d 1 autre s solvants our 
caracteristiquos sorableblos. La coabinaison de ces solvants est 
utiliseo avantageusoment . L'antibiotiquo peut Ctrc egaloment re- 
cup ere dans le bouillon de culture par un scent absorbent comma 

15 do la torre d' infusoires, de 1' alumina nctiveo, du gel do sili- 
co, du cbarbon actif et do l'acide silicique. L'antibiotiquo est 
facileiaent elue de l'absorbant par un solvant orsaniquo polairo 
dans loquol il est soluble. Un proced.6 convonablo do recupera- 
tion de l'antibiotiquo a partir de l'extrait ou do l'SljQat aom- 

20 porte 1 1 evaporation du solvant dans un rolstivcmont faiblo vo- 
lume et la precipitation do l'antibiotiquo par addition d'un sol- 
vent misciblo ou il cr.t soluble. L ' antibio.tiquo est ensuite puri- 
fie par rocristallisation ou par. chromatographic. Los solvants ap- 
propries do rdcristallisation sont l'aceto-w cn solution aqueuso, 

25 le methanol en solution aquouso, Jt tout utrj solvant dans le- 
quel l'antibiotiquo est insoluble .Los agents absorbants utilises 
pour la recuptrrtion do l'antibiotiqu- pcuv^nt egaleniont sorvir 
d'uno facon officsce pour la purification par chromatographic. Dos 
eluants utilises en liaison avee la recuperation Z.0 l'entibioti- 

30 quo peuvent egaloriont sorvir. 

L'antibiotiquo qui e;rfe isole par les precedds qui sont coxcz 
mentionnes ci-dessus so pr(?sa:-rba sous for:}*, da poadro. 

L35 ESSTVSS 

Los derives &'*» l'antibiotiquo sont prepares par dos procode 
35 de traitomoiit do l'antibiotiquo, isolesCc l'c:rfcrait ou do l'eluat 
ou non isoles, par des alcools, thioalcools -t dialkylenin^s. 
Les derives conforaos a l'invontion repondont a la foruulo sui- 
vanto : 
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H H 



HO- 



OH^O-r-, 

■J i 




(I) 



=CIICH 



•3 

10 dans laguelle 3 est un sroupencat^osyalkyl inferieur ,^ un troupe- 
ment aryl oxyalkyl inferieur, un sroupement thioalkyl inferieur, 
un groupement aryl thioalkyl inferieur ou diaminoalkyl inferieur. 

On peut effectuer cette reaction par des procedes comprenant' 
simplenent la dissolution de la poudre d'antibiotique dans des 
15 alcools, thioalcools ou diall^laiaines.de formule 

EH 

dans laquelle B est un alcoxy inferieur, un alcoxy inferieur ary- 
le, un alkylthio inferieur ou un dialkyl (djaferieur) iaino, et le 
refroidissement de la solution pour former des produits cristal- 

20 lises. Les examples d' alcools sont les alcools aliphatiquos infe- 
rieurs ayant de 1 a 6 atomes de carbone, et les alcools aromati- 
ques ayant de 7 a 8 atomes de carbone. Comae alcool alipbatique 
inferieur, on utilise avantageusement le methanol, l'ethanol, 
le propanol et 1 ' isopropanol ; comme alcools aromatiaues on utili- 

25 se 1' alcool benzylique. Les examples de thioalcools sont le rie- 
thanethiol, 1' ethane thiol, le propanethiol, 1 • isopropane thiol et 
le toluene thiol. Parmi les dialkylamines (inferieur) on peut 
citer : la dimethylamine , la diethylamine , la dipropylamine , la 
methylethylamine et la methylpropylamine . D'autres alcools, thio- 

30 alcools, et dialkylamines qui ne sont pas specif iquement indiques 
ici peuvsnt e*tre egalement utilises. Four une preparation optiiia- 
le et maximale des derives, on peut effectuer avantageusement la 
reaction dans un solvant inerte. Les exeiaples de solvents sont le 
chlorure de methylene, le chloroforme, le tetrachloride de car- 

35 bone et 1' acetate d'ethyle. La temperature de reaction n'est pas 
limitee, mais on effectue de preference la reaction a des tempe- 
ratures comprises entre 25 °C et 35 °C II est bien entendu que 
l'addition des alcools, sus-cites des thioalcools, et des dial- 
kylamines de fornule SH , provoque 1 • introduction du radical 

40 H desdits composes en --osition II sur le cycle. 
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Le compose de formule (I) peut e"tre faoilement transforme en 
un compose de formule suivante : 



10 



15 



20 



25 



30 



HO — 





(II) 



= OHCH, 



On peut effectuer 1* elimination d'un substituant en p osition II 



sur le cycle par des prooecles de dissolution du compose de formule 

(I) dans un solvant comme le n-hexane, l'acetonitrile, l'acetone, 
le chloroforme ou 1' acetate d-'ethyle. On peut utiliser efficace- 
ment un exces desdits solvants. Cette reaction d ' elimination est 
realisee de preference k temperature ambiante, mais on peut dga- 
leraent utiliser une temperature elev^e pour favoriser la reaction 
et diminuer le temps de reaction. Le precipite forme en solution 
peut e-tre recueilli par des techniques habituelles comme la fil- 
tration, la decantation, ou la centrifugabion. 

Bn utilfaant_les .procedes de preparation du compost de 
formule (l) on peut facilement transformer le compose de formule 

(II) en un compose de formule (I). Les conditions et solvants 
utilises pour la preparation du .compose (i) peuvent e*tre efficaoe- 
ment appliques a cette reaction. 

Les procedes de preparation des composes de formule I peu- 
vent servir a transformer immediatement les oomposes de formule 
II en composes de formule I. Les cnnditions et les solvants mis 
en oeuvre dans la preparation des composes de formule I peuvent 

egalement e"tre appliques. 

Les composes de formule (I) et (II) peuvent §tre transfor- 
m es par acylation en un compose de formule suivante : 



35 



ho 



R^O 



0H 3 0 




(HI) 



CHCHj 
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dans la quelle e st un groupe alkylcarbonyl inf erxeur,un groupe 
aryl alkylcarbonyl inf crieur,ouun groupo arylcarbonyl et Y est 
-EH-CHR- ou -1MZI-, dans lequsl Restlo m6me qu'indique ci-dessus, 
On peut effectuer la reaction d' acylation en nelongeant le compose 
5 avecun agent acylant dans un solvant tel que la pyridine . On peut u- 
tilisor tout agent acylant capable de fournir un radical acyle qui 
reagit avecun groupe hydroxyle en position 0 .Panax ceux-ci on trou- 
ve des acides,des acides halogenes,des anhydrides d'acides,et des 
esters d'acide.Les examples d'agent acylant sent l'acide acetique, 
10 l'acide pro.iionique ,1 1 acide benzoxque ,1' acide p-bronobonaoxque , 
'leurs chloruresetbromures,leurs anhydride s,leurs est ers methyli- 
queset ethyliques.On peut effectuer 1 • addition de tola agents acy- 
lants a. temperature ambiante ou en refroidissant la solution. Les ope- 
rations qui comprennent la mise en place du melange reactionnel et le 
15 ref roidissement ou le versement d'un agent acylant dans un bain de 
glace, conduisent a la preparation de composes acyles.Ces composes 
acyles peuvent 3tre cristallises par ^dissolution d'un.precipxte 
dans un solvant tel que I'acetonitrile ou le methanol , obtenu par fil- 
tration d'une preparation suivie d'une chromatographie du f iltrat 
20 "sur gelde silice'ou par lavage du f iltrat avoc de 1'eau.Les compo- 
' ses cristallises peuvent §tre isoles d'une solution par des tech- 
niques habituelles comme la filtration. 

Les composes de formule (I) ot (II) peuvent §tre de plus trans- 
formes par alkylation en un compose de formule suivante : 



25 




(IV) 



30 ■ \ ^ OHCH3 

dans laquelle R'^estun groupe alkyl inf erieur et Y est le meme qu'^ 
indique ci-dessus. On peut effectuer la reaction d' alkylation en me- 
langeant le compose avecun agent alkylant dans un solvant tel que le 

55 methanol. On peut utiliser tout agent alkylant capable de fournir 
un radical alkyle qui reagit avecun groupe hydroxyle sur la posi- 
tion 8 du compose. Parixi coux-ci on peut citer les diasoalcanes 
et les sulfates de dialkyle. Comme exempli d' agents d' alkylation, 
on peut indiquer le diazomethane , le diasoethanc , et le sulfate 

40 de dimethyls . On peut realiser cette ; 
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reaction d'alkylation d'une facon efficace en refroidissant le 
melange reactionnel. Un procede de preparation actuellement pre- 
fere comprend la mise en place de la solution dans un refrigera- 
teur 4 la concentration a sec, la dissolution dans du methanol, 
5 1' addition d' ether a une solution de methanol et le refroidisse- 
ment de la solution etheree a 0°C. La preparation de composes 
alkyles peut etre isolee par des techniques habituelles comme 
la filtration. 

Les composes de formule (III)' et (IV) ou Y est -N=CH~ 
10 peuvent etre facilement transformed en un compose ou Y est -NH- 
CHR-, ou R est le meme qu'indique ci-dessus. La reaction utilised 

pour la con version du compose de rormuie (xi).en un compose de 

formule (I) peut e*tre egalement employee. 

Par commodite et pour donner un mode de realisation simple 
15 des composes de cette invention, toutes les formules decrites 
precedemment sont representees par la formule suivante : 



20 




25 

dans laquelle R 1 est l'hydrogene, un groupe alkyl Inferieur,un 
groupe alkylcarbonyl inferieur, un groupe aryl alkylcarbonyl in- 
ferieur ou un groupe arylcarbonyl, et Y est le meme qu'indique' 
ci-dessus, dans laquelle le groupe aryl Inferieur possede 1 a 6 
30 atomes de carbone et le groupe alkyl inferieur aryle possede de 
7 a 8 atomes de carbone. 

L'antibiotique et ses derives produits par les procedes 
cites ci-apres, presentent une haute activlte contre un certain 
nombre de mi cro organ! smes. On donne maintenant une description 
35 de l'utilite du compose 11-methoxy de formule I en tant qu' agent 
antimicrobien. L 1 activlte du compose est exprimee par sa concen- 
tration d' inhibition minimum (MIC) qui est determined par la me- 
thode habituelle de dilution en serie de I'agar. Les tests sont 
realises pour des bacteries en utilisant un milieu de bouillon 
40 de glucose et pour les champignons et la levure en utilisant un 
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milieu de Sabouraud. II y a incubation du milieu test pendant 24 
a 72 heures a 30°C, et les MIC sont exprimes par la concentration 
du compose en mcg/ml qui inhibe la croissance de 1« organisms. 

Les tests ont ete effectues avec le compose raethoxy-II de 
5 formule (I) et la suite represente les resultats. 

Organls.es tests C ° nCen ^°° a ' lnhibltl ° n 

Staphylococcus aureus 209-P . ^,2 

Bacillus substilis AJECC 6633 12 * 5 
Corynebacterium xerosis 25,0 

10 OK 0 

Sarcina lutea ^ Ji " 

Escherichia co li 100,0 

Pseudomonas aeruginosa 100,0 
Proteus vulgaris 100 >° 
Aspergillus niger 50,0 
Penicillium chrysogenum Q-176 2 5*° 
Saccharorayces cerevisiae 50,0 
Torula utilis 50,0 . 

Candida albicans 50,0 

On raentionne ci-apres les resultats des tests in vitro du 
compost methoxy-II centre les bacteriophages. Les tests ont ete 
effectu^s en ajoutant un ml d'une suspension, contenant 2x10 
particules du phage test par ml, dans un tampon 0,01*d-tris-HCl - 
(pH 7,2) a chaque dilution (1 ml) d ' echantillon du ♦ompose a tes- 
ter dans le tampon precedemment . Le melange (0,1 ml) qui incube 
pendant une heure a 37°C est verse dans un vase de Petri avec 
1,5* d 'agar nutritif. Le denombrement des phages est realise par 
la methode de stillireaction avec la souche concerned dans la- 
quelle la quantite qui rend inactif exactement 50* des phages est 

exprimee en mg par ml. 
30 Concentration desactivant 
Phages tests ro £ des phages 

0, 1 
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3-2 
0,2 



phage Escherichia coli T 1 
phage Escherichia coli T 2 
phage Escherichia coli T-^ 

55 phage Escherichia coli 3>2 
phage Escherichia coli A _ 1 *° 

phage Escherichia coli p 12 *5 

phage Escherichia coli MS-2 12*5 

phage Bacillus subtilis M-2 °> 2 

4« phage Bacillus subtilis SP-10 °* 2 
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Phages tests (suite) Concentration desactivant 50# 
des pha ges 

phage Lactobacillus acidophilus J., 50,0 
phage Pseudomonas aeruginosa P 1 12,5 
5 On a trouve que certains de ces composes etaient egalement 

ef ficaees contro les virus et les tumeurs. Le compose methoxy-II 
de formule (I) est actif in vitro contre le DNA virus herpes 
simplex hominis. Dans ces essais, des doses de 0,1 et 0,05 mg/ml 
en solution dans l'eau distillee avec 1©# de dime thy lsulfoxyde 
sont melangees dans des tubes avec des quantites egales de virus 
en suspension dans une solution de Hanks IN, la dilution allant 
de 10 a 3,5. Apres-di££e rent s t^ m ps d e_ contact a 22°C, la 4q_sjl 



10 



de 0,2 ml' qui est titree avant d'etre en solution de Hanks comme 
LD ' a ete injectee dans le peritoine de groupes choisis au ha- 
15 sard de dix souris males, pour la souche NMRJ et un poids de 15 
a 19g. Comme eontrole on a injecte a dix souris 0,2 ml de melange 
de virus en suspension et une solution d'eau distillee avec 10# 
de DMS0 comme indique ci-dessus sans le compose methoxy-II. 

Comme resultats, le taux de mortality a 100# du groupe con- 
20 trole a 6t6 abaissS a 20# apres une heure et quatre heures de con- 
tact, et a 0# apres six heures de contact. Cela signifie que la 
virulence du DNA a et£ completement ou partiellement annihilee par 
1* action du compose methoxy-II. Le compose methoxy-II prSsente une 
inhibition complete pour des tumeurs ascites transplantables va- 
25 riees, telles que l'Ehrlich Carcinoma et le Cr. Sarcoma 180 de la 
souris, la souche NMRJ, et pour les souches AH 66R du Yosnida Sar- 
coma et AH 130 pour les rats de Wistar. II est aussi efficace en 
administration intratumorale contre le Carcinp Sarcoma solide de 
Walker. Les souches de leucemie L1210-S et L1210-R (resistant au 
30 mercaptopurine-6) s6nt partiellement inhibees : 26-50# (L1216-S) 
et 51-75^ (L1210-R) de prolongation de survies avec la dose bien 
toleree de 0,125 mg par kg I.P. pour quatre applications en quatre 
jours consecutifs. Dans tous ces tests avec les tumeurs acides 
transplantables, les souris et rats ont ete transplants avec une 
35 quantite distincte de cellules ou de matieres cellulaires en solu- 
tion de Hanks, la dose de ce produit, cissuran-fe 100* de survie. 

Des groupes choisis au hasard composes de huit animaux 
par dose, pour les rats et de dix animaux par dose pour les sou- 
ris sont traites pour la premiere fois quatre heures apres la 
transplantation avec la dose de compose m<5thoxy-II, suivi par 



40 
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1* application quotidienne de la meme dose les trois jours suivants. 

Les solutions sont prepares dans le triethyleneglyeol avec 
90$ d'eau distillee. Une dose simple est de 0,5 ml pour 20g chez 
la souris et 1 ml pour 100g chez le rat, elle- est done finalor^-.t 

5. calculee par kg. 

L'activite du compose methoxy-II depend done de la dose, 
mais une inhibition de 99# apparait deja avec uie concentration 
de 0,0625 mg/kg I. P. dans les tumeurs ascites comme l'Ehrlich 
Carcinoma et le Cr. Sarcoma 180 de la souris, et avec 0,1 mg/kg 

10 I.p et 0,05 mg/kg I.P dans le Yoshida Sarcoma AH 66 R et le : 

. Yoshida Sarcoma AH 130 du rat. Toutes les doses mentionneosappli- 

quees dans les e ssa-is^ehiffl-i o - th e rap eut i que s , sont Men tolerecs 

par les animaux testes. 

Les composes desires conformes a 1' invention peuvent gtre 

15 utilises comme medicaments sous forme de preparation pharmaceuti- 
que qui contiennent 1 'antibiotique ou ses derives melanges a un 
support pharmaceutique acceptable,, organique ou inorganique, soli- 
de ou liquide pour l f administration orale ou parenterale. Les 
preparations pharmaceutique s peuvent avoir un aspect solide comme 

20 les cachets, les comprises ou les dragees ou un aspect liquide 
comme les solutions, suspensions ou emulsions. Si on le desire, 
on peut ajouter dans les preparations precedentes des produi^s 
annexes comme par exemple des agents preservants, des stabili- 
sants, des mouillants ou des emulsif iants, des sels pour faire 

25 varier la pression osmotique, et des agents tampons. Tandis que la 
posologie des composes varie d'un compose a 1.' autre et egalement 
suivcntl'aso/ilStat de chaque patient, on donne generalement des 
doses de 20 mg/kg pour traiter. des maladies contre lesquelles l'- 
antibiotique ou ses derives sont utilises. 

30 Les exemples suivants ont pour but d'illustrer le procede 

de l 1 invention, mais ne doivent pas limiter sa portee. 
EXEMPLE 1 

La croissance vegetative et les spores de la variete 
Streptomyces achroraogenes tozi; .ynycei;iuisATCC 21 353* eleves sur 
35 des plans d'agar ont ete transported dans un ballon de 5<W ml con- 
tenant 1 00 ml du milieu suivant . 

Produits P ourcentag e en poids 

Lactose 5 

Extrait de viande ' 

Extrait de levure 1 

. Polypeptone \ _ 

40 Chlorure de sodium u »0 
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Ce milieu est sterilise et inocule a partir de plans d' agar. II 
est agite pendant trois Jours a 30°C. 

Dans un reservoir en acier de deux tonnes on place mille 
litres d'un bouillon de fermentation ayant la composition suivante. 
5 Pro duits Pgurcenta&e en poids 

Lactose 5 
Extrait de viande 1 
Extrait de levure 1 
Polypeptone 1 
10 Chlorure de sodium 0,25 
Monophosphate de potassium 1*5 

Di phosphat e d e so dium(l2HgO) 

Le pH du milieu est ajuste a 6, 1 . Le bouillon de culture est ste- 
rilise par chauffage sous pression a environ 120°C pendant trente 
15 minutes. Le bouillon est refroidi et on ajoute d'une facon asep- 
tique 1 ml environ de la culture inoculante precedente. L'orga- 
nisme se developpe dans le bouillon pendant 50 a 6d heures h 
une temperature de 30°C. p en dant la periode de croissant, le 
bouillon est agite et on souffle au travers de l'air sterile a la 
20- Vitesse d 4 environ 1 000 litres d'air sterile par minute sur un 
agitateur qui tourne a 350 tours par minute. 

Apres que la fermentation soit terminer, le mycelium est 
elimine par centrifugation. La partie surnagocarte est traitee par 
absorption d'une substance active sur environ 5 kg de charbon ac- 
25 tif et en le melangeant pendant 30 minutes. Apres filtration du 
melange , le charbonajtif est extrait par 100 litres d'un melange 
de pyridine, d'amraoniaque, d'ethanol et d'eau dans" le rapport 
de 10 : 3 :80 sl0,et en le chauffant a 45°C pendant trente minu- 
tes, suivie de la 'reeKtraction du charbon actif. L' extrait est 
30 concents sous pression reduite a 50°C, et lyophilise pour donner 
1.6 kg de poudres. Les poudres sont lavees avec environ 10 litres 
de n-hexane, dissous dans l'eau, et on ajuste le pH de la solution 
entre 2 et 3. La solution acidifiee est extraite par quatre frac- 
tions de 5 litres de chloroforme. Le chloroforme extrait est lave 
35 avec une solution aqueuse de bicarbonate de soude a 5& seche sur 
du sulfate de sodium et concentre sous pression reduite a 50°C 
en un residu huileux, que l'on traite par de l'ether de petrole. 
La filtration de la solution d' ether de petrole donne environ 20g 
de poudres que I'wn dissout dans 10* ml d' acetate d'ethyle,que 
40 l'on absorbe sur une colonne d'acide silicique, et que l'on elue 
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avec environ 8 litres d' acetate d'ethyle. L'eluat est concentre 
presoue jusqu'a sec et on ajoute ensuite 30 ml de methanol. Le 
precipite se forme dans la solution de methanol en le laissant 
a -20°C pendant deux jours, et on le filtre pour obtenir environ 
5 1,8 g de produit eristallise brut que I'on dissout ensuite dans 
environ 30 ml de methanol chaud; On laisse reposer la solution 
de methanol pendant deux jours a -20 °C pour obtenir .1,2g de 
1,2,3,10,11, 1 1a-hexahydro-2-ethylidene-7, 1 1 -dimethoxy-8-hydroxy- 
5H-pyrrolo(2, 1-c) (l,4)benzodiazepine-5-one, sous forme cristal- 
10 lisee pure, fondant a 145-146,5°C (decompose). 
Analyse calculee pour G i5 H 20 N 2°4 : 

c H 0 N 

63,16 6,58 21,05 9,21 

Trouve 62,95 6,66 21,25 9,05 

^5 Le spectre d' absorption ultraviolet de ce compose dans le 

methanol presente des pics principaux a 224 nyu( =36000) et 
320 nyu ( £.=3600) et des pies secohdaires a 237 =30000) 
et 260 nyu (P=9000), comme le montre la figure 1. 

Le spectre d' absorption infrarouge dans le suspensolde de 
20 Nujol presente des bandes a 3 340, 1 640, 1 570, 1 510, 1 425, 

1 290, 1 265, 1 210, 1 190, 1 180, 1 070, 830, 800, ET 765 cm" 1 , 
comme le montre la figure II. 

On peut aussi extraire avec trois fractions de 30 litres 
de chloroforme, 100 litres de bouillon de fermentation produit ^ 
2 5 comme dans l'exemple I precedent, que l'on a amene a pH=2 avec 
de l'acide chlorhydrique . Les couches de chloroforme sont ras- 
serablees et concentrees jusqu'a 10 litres, et l'on ajoute en- 
- suite 10 litres de methanol. La solution est ulteYieurement con- 
centree jusqu'a 300 ml par lente addition de methanol. La solu- 
50 tion de methanol est placee dans un refrigerateur afin de donner 
un precipite que l'on filtre et lave aveo de 1 'acetate d'ethyle. 
La poudre obteni. ^ est dissoute dans du methanol chaud et on la 
laisse reposer a p roid afin de faire' precipiter un produit cris- 
tallise que l'on cristallise dans le methanol pour obtenir 2 g 
55 de 1,2,3,10,11,11 a-hexahydro-2-ethylidene-7 , 1 1 -dimethoxy-8-hy- 
droxy-5H-pyrrolo(2,1-c) (1,4) benzodiazepine- 5-on~ . 
EXEMPLE 2 

On extrait avec trois fractions de trente litres d' acetate 
d'ethyle, 100 litres du bouillon de fermentation produit dans 
40 l'exemple 1, que l'on a amene a pH=2 avec de l'acide chlorhydraque. 
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L'extrait est concentre a sec et dissous dans de petites quantites 
de chloroforme. La solution passe sur une colonne reraplie de gel 
de sllice. La colonne de gel de sllice est eluee par un melange 
de solvants, 1' acetate d'ethyle et le chloroforme dans le rapport 
5 de 3 a 1 . L'eluat est concentre a. sec et dissous dans le n-hexane 
pour former un precipite. Le precipite est filtre, dissous dans 
1 e chloroforme et chromatographie comme indique precedemment pour 
obtenir de la poudre. La poudre est dissoute dans l'ethanol et mise 
arefroidir pour former un produit cristallise que l'on recristal- 
10 lise dans l'ethanol pour obtenir des aiguilles jaunttres de 1,2, 
3, 1 0, 1 1 , 1 1 a-hexahydro-2-ethylidene-7-methoxy-8-hydroxy-1 1 -e thoxy- 

5H-pyrrolo(2,1-c) ( 1 , 4)-bett zudlaz e p ln »5-one T fondant a 13^-136°C" 

(decompose). 

Analyse calculee pour c -jy H 22 N 2°4 : 
15 C H O N 

64,13 6,97 20,10 8,80 

Trouve: 63,85 7,02 20,77 8,44 

II se produit des pics d 'absorption ultraviolets dans l'e- 
thanol a 225 nyu ( £. =38 000) et 325 nyu ( €= 6 700), et des 
2D pics secondaires a. 235 nyu ( £. = 35 000) et 262 nyu(£ = 11 000) 
comme la figure 3. II y a des bandes d'absorption ultraviolettes 
dans le Nujol a 3 350, 1 640, 1 600, 1 570, 1 513, H25, 1 290, 
1 265, 1 210, 1 190, 1 160, 1 130, 1 070, 890, 835, 800, 765, 710 
cm~^ comme le montre la figure 4. 
25 EXEMPLE 3 

Une solution de 1g de 1 ,2,3, 10, 1 1 , 1 1a-hexahydro-7, 11 -dimetho 
xy-8-hydroxy-5H-pyrrolo (2, 1 -c ) ' ( 1 , 4)benzodiazepin-5-one avec un 
extrait de chloroforme ou d' acetate d'ethyle est concentree en une 
petite quantite, que l'on traite avec du n-hexane pour former un 
30 precipite. Le precipite est filtre et lave avec de 1' ether, en le 
refroidissant pour obtenir une poudre jaunatre d' environ 700 mg 
de 1 , 2,3, 1 1 a-tetrahydro-2-ethylidene-7-methoxy-8-hydroxy-5H-pyr- 
rolo(2,1-c) (1,4)benzodiazepiH>-5-one, fondant a. 108-1 ^^(decom- 
pose). 

35 Analyse calculee pour C^H^gNgO^ : 

C H O N 

66,16 5,92 17,63 10,29 

Trouve : 66,04 6,02 17,55 10,41 

KltKMPTfK 4 

40 A une solution de 100 mg de 1,2,3,10,11, 1 1a-hexahydro-2- 
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ethylidene-8-hydroxy-7, 1 1 -dimethoxy-5H-pyrrolo (2, 1 -c ) ( 1 , 4)benzo- 
diazepine-5-one, dans 5 ml de pyridine, on ajoute, goutte a gout- 
te 0,2 ml d' anhydride acetique tout en refroidissant la solution. 
On laisse reposer une nuit le melange reactionnel a temperature 
5 ambiante, et on le verse dans un bain de glace pour obtenir un 
preeipite que l'on filtre, lave dans l'eau, dissout dans 1 ml 
de methanol et met a refroidir. Le preeipite obtenu est recristal 
lise dans le methanol pour donner des aiguilles jaunatres de 1,2, 
3, 10, 1 1, 1 1a-hexahydro-2-ethylidene-7, 1 1 -dimethoxy-8-acetyloxy- 
10 5H-pyrrolo(2,1-e) (1,4) benzodiazepine-5-one, fondant a 132-133°C 
Analyse calculee pour c i8 H 22 N 2°5 : 

C H 0 N 

62,41 6,40 23,10 8,09 

Trouvee : . 62,30 6,53 23,24 7,95 

15 EXEMPLE 5 

A une solution de 300 mg de 1 ,2,3, 10, 1 1a-hexahydro-2-ethy- 
lidene-7, 11-dimethoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo(2, 1-c) (1,4)benzodia- 
zepir©-5-one,dans 5 ml de pyridine, on ajoute 400 mg d 'anhydride 
p-bromobenzolque . On laisse reposer le melange reactionnel une 
20 nuit pour donner un preeipite que l'on filtre, lave dans le ehlo- 
roforme, lave avee une solution aqueuse de bicarbonate de soude 
a 5# et d'acide chlorhydrique 2N et concentre en une petite quan- 
tite. On 1'adsorbe sur une colonne en gel de silice et l'on elue 
aV-ec un melange de chloroforme et d' acetate d'ethyle dans le rap- 
25 port 8 a 1. L'eluat est concentre pour former du 1,2,3,10,11,11a- 
hexahydro-2-ethylidene-7, 1 1 -diimethoxy-8-p-bromobenzoyloxy-5H-pyr- 
rolo-(2,1-c) (l,4)benzodiazepin>5-one que l'on traite avec de 
I'acetonitrile pour obtenir des aiguilles blanches de 1,2, 3, Ha- 
te trahydro-2-ethylidene-7-methoxy-8-p-bromobenzo.yloxy-5H-pyrrolo- 
30 Z~2,1-c_7 /1,4_7 benzodiazepine -5-one, fondant a 204-205°C 
Analyse calculee pour C 22 h -|q, NgO^Br • 

C H O N Br 

58,02 4,17 14,07 6,15 17,58 

Trouve : 58,12 4,25 14,00 6,50 17,58 

35 EXEMPLE 6 

A une solution de 100mg de 1,2,3,10, 11,11 a-hexahydro-2- 
ethylidene-7, 1 1 -dimethoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo (2, 1 -e*) (1 , 4)ben- 
zodiazepine-5-one, on ajoute goutte a goutte une solution etheree 
de diazomethane . On laisse reposer le melange reactionnel une 
40 nuit a froid, on le concentre a sec et on le dissout dans 10 nl 
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.'.rfcher , suivi par 1* addition de 10 ml d'ethanol et on main- 
tient la solution a 0°C pour obtenir des aiguilles jaunttres de 
1 . 2, 3, 1 0. 1 1 , 1 1 a-hexahydro-7, 8, 1 1 -trirae thoxy-5H-pyrrolo (2, 1 -c ) 
(1,4) benzodiazepin e -5-onefondant a 88°C. 
5 Analyse calculee pour C^HggNgO^ : 

C H O N 

64,13 6,97 20,10 8,80 

Trouve: 64,33 7,05 20,24 .8,60 

EXEMPLE 7 :■ 
10 A une solution de 0£ $~ de 1 .2. "5. 11a-tetrahydro-2-eth yli- 

dene-7-methoxy-8-hydroxy-5H-pyrr^lo(2,1-c) (1,4) benzodiazepine- 
5-pne, dans 5 ml de dichloromethane, on ajoute 0,25g d'dl-toluene- 
thiol. Apres 5 heures d' agitation, on laisse reposer le melange 
reactionnel pendant 4 Jours a temperature ambiante. La distilla- 
15 tion de diehlarc me thane sous pression reduite et a. temperature 
inferieure a 50°C, donne une poudre jaune qui est purifiee par 
chromatographie en cauche mince afin d' obtenir 0,1 4 g de 1,2,3* 
10,11,11 a-hexahydro-2-ethylidene-7-niethoxy-8-hydroxy-1 1 - benzyl thio 
5H-pyrrolo(2, 1-c) (1 ,4)benzodiazepine-5-one. Elle est ensuite 
20 recristallisee dans du benzene en un produit cristallise" pur, 
fondant a 1 43- 145°C. (decompose) . 

Analyse calculee pour C 22 H 24 N 2°3 S : 
C H N 

66,72 6,11 7,07 

25 Trouve" • 66,70 6,00 ' 6,52 

EXEMPLE 8 

A une solution de 0,27 g de 1 ,2,3, 1 1a-t^trahydro-2-ethyli- 
dene-7-methoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo (2, 1-c) ( 1 , 4.)benzodiazepino.-5- 
one dans 5 ml de dichlorome thane, on ajoute 1,5 ml d' Ethane thiol. 
30 On laisse reposer la solution pendant 6 jours, et on concentre le 
melange reactionnel sous pression reduite, ce qui laisse un resi- 
du que l'on dissout dans l'eau. On ajoute du dichloromethane pour 
former une couche de dichloromethane que l'on separe, lave avec 
• de l'eau et seche sur du sulfate de magnesium. La distillation 
35 d'un solvant de la solution donne 0,2g de 1,2,3, 10, 11,1 1a-hexahy- 
dro-2-ethylidene-7-methoxy-8-hydroxy-1 1 -ethyl thio-5H-pyrrolo(2, 1 
-c) (1,4) benzodiazepine- 5-o-Jio,oristallise jaune, fondant a 70- 
74°C (decompose ) 

Analyse calculee pour Cj^H^N^jO-jS : 
40 N 

8,65 
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Trouve : 8,15 
EXEMPLE 9 

A une solution de 0,54g de 1 ,2,3, 11a-tetrahydra-2-ethylide- 
ne-7- methoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo(2,1-c) (1,4) benzodiazepine- 
5 5-one, dans 5 car* de dichlorome thane, on ajoute une solution de 
1,2g de dimethylamine. Apres 5 heures d' agitation, on laisse 
rcposer le melange reactionnel pendant 4 jours. La couche de. di- 
chlorome thane est separee, lavee avec de l'eau efc sechee sur du 
sulfate de magnesium. On elimine ensuite un solyant sous pression 

10 reduite pour laisser une poudre b rune faiblement jaunStre^de i,2, 

. 3,10,11,11 a-hexahydro-2-ethylidene-7-methoxy-8-hydroxy-1 1 -dime- 
thylamino-5H-pyrrolo .(2,1-c) (1,4) benzodiazepine-5-one (0,3g). 
Elle est ensuite purifiee par chromatographie ©a couche mince sur 
gel de silice pour obtenir un produit cristallis£, pur, brun jau- 
15 natre, fondant a 65-68 °C (decompose) 
EXEMPLE 10 

A une solution de 0,27 g de 1,-2,3, 11a-tetrahydro-2-ethyll- 
dene-7-methoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo (2,1-c) ( 1 , 4)benzddiazepine- 
5-one dans 5 ml de dichlorom€ thane, on a ajoute" 1,5 ml de metha- 

20 nol et le melange a ete agite pendant 5 jours. Le melange reac- 
tionnel a ete" concentre sous pression reduite et refroidi dans un 
ref rigerateur. pour former le precipite" qui apres filtration avait • 
l'aspect d'une substance cristalline et etait de la 1,2,3>1Q,11, 
1 1 a-hexahydro-2-ethylidene-7, 1 1 -dimethoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo 

25 (2,1-c)(l,4)benzodiazepine-5-one qui fond a 145-146, 5°C en se de- 
composant . 

EXEMPLE 11 

Une formule injectable sous forme d' ampoule a la composi- 
tion suivante : 

30 1 ,2,3, 10, 1 1 , 1 1a-hexahydro-2-ethylidene-7-1 1 -dimethoxy- 

8-hydroxy-5H-pyrrolo (2,1-c) (1 , 4)-benzodiazepine-5-one 0,02g 



Ethanol 10,00ml 

Eau distillee 100,00ml 

Hydroxyde de sodium. <" q . s . 

35 PH 7,5 
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1 - Proeede de preparation d'un compose de formule 
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10 dans laquelie R 1 est l'hydrogene, un groupe alkyl inferieur, un 
groupe alkylcarbonyl inferieur, un groupe aryl alkyl car bonyle in- 
ferieur ou arylcarbonyleet Y est -N=CH- ou -NH-CHR-, caracterise 



en ce que R est un groupe oxyalkyl inferieur, un groupe aryl oxy- 
alkyl inferieur, un groupe thioalkyl inferieur, un groupe aryl 
15 thioalkyl inferieur ou un groupe diaminoalkyl inferieur, qui com- 
porte : 

(1) la culture d'une variete de Streptomyces achromogenes tateya- 
mensis ATCC 21 353 ou de ses especes mutantes tres voisines dans 
un milieu nutritif dans des conditions aerobies immergees, et la 

20. production d'une substance antibiotique dans ledit milieu Jusqu'a. 
ce que l'on ait une quantite importante; ou 

(2) le traitement de l 1 antibiotique, isole ou non du bouillon de 
culture avec de I'alcool pour obtenir un compose de formule : 



25 



30 




ts=- CH. CH, 



dans laquelie ~R est un groupe oxyalkyl inferieur ou un groupe aryl 
oxyalkyl inferieur; ou 

(3) la transformation d'un compose de formule (I) dans un solvant 
35 non alcoolique en un compose de formule : 
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21 



CH: 



n: 
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• o 



V 
/ 



ou 



N 



(ID 



V 



CHCH? 



(4) l'acylation d'un compose dcs formules (a.) ct (II) avec un 
agent acylant pour obtenir un compost do fcr^vulo : 

Ys 




CH 3 0 



(III) 



CHCH: 



3 



Q- 

o V 

dans laquello H£ ost un groupe alsyl inf ericur tin carbonyl aklyl 
inferieur arylo ou un carbonyl aryl et Y a la mSme signification 
que ci-dessus; (ou) 

(5)l%tlkylation d'un compose do formules, (I) et (II) par un 
agent alkylant pour obtonir un compose de fonaule : 




c=- CHCH, 



(IV) 



dans la quelle 3'^ est un grcupe allryl inferieur et Y est 
- IT = CH - ou - ITH-CKR- dans losquels R a la mCme significa- 
tion que ci-dossus. 

(6) la transformation d'un compose do formulo (VI) dans laquol- 

le Y est -M-GHR dans lequol R a la n6me signification 

que ci-dessus, dans un solvant non alcoolique en Tin compose 
de formulc : • 




(VI) 
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dans laquelle R"^ a la signification precedente; et 
(7) la reaction d ' un oorapose de formule (il) avec un alcool, un 
thioalcool ou une dialkylaraine pour obtenir un compose de formule 
(I) dans laquelle R est un groupe oxyalkyl inferieur, un groupe 
5 aryl oxyalkyl inferieur, un groupe thioalkyl inferieur, un groupe 
aryl thioalkyl inferieur ou un groupe dialkylaraino inferieur. 

2 - Proce*de selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on 
prepare un compose de formule (V) . 

3 - Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce 

10 qu'on produit une substance antibiotique par un procede qui com- 
porte la culture de la variete Streptomyces achromogenes tateya- 
mensis ATGG- 21 353 ou s c s e sp eces mutantes tres voisines-dans-un — 



20 



25 



milieu nutritif dans des conditions aerobies immergees, et la pro- 
duction de ladite substance antibiotique dans ledit milieu jus- 
15 qu'a ce qu'on en ait une quantity importante. 

4 - Procede selon la revendication 1, caracterise e n ce qu'un 
compose de formule : 




C- R 

(I) 



CH.CH^ 



dans laquelle R est un groupe oxyalkyl inferieur, est prepare 
par des procedes qui coraprennent la culture de la variete" de 
Streptomyces achromogenes tateyamensis ATCC 21 353 ou de ses eB- 
peces mutantes tres voisines dans un milieu nutritif dans des oon- 
30 ditions aerobies immergees la production de 1* antibiotique dans 
le bouillon de culture, l 1 extraction dudit antibiotique a partir 
du bouillon de culture et le traitement dudit antibiotique par un 
alcool . 

5 - Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que 
35 l'organisme est la variete de Streptomyces achromogenes tateya- 
mensis ATCC 21 353- 

6 - Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que 
l'on inclut l' operation d 'extraction du bouillon de culture a un 
pH d' environ 2 a 3 par un solvant polaire organique miscible a 

40 l'eau. 
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7 - Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que 
le milieu de culture est maintenu a une temperature d' environ 
25°C a 35°C, et la croissance de l'organisme se deroule pendant 
une periode d' environ 50 a 60 heures. 
5 8 - Procede selon la revendication 4, caracterise en ce 

que l'alcool est le methanol ou l'ethanol. 

9 - Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
qu'un compose de formule (II) est obtenu par traiteme-nt d'un 
compose de formule (I), dans laquelle R est un groupe alkyl in- 

10 ferieur, dans un solvant organique non alcoolique. 

10 - P rocede selon la revend ication 9, caracteris e en ce 



qu'un solvant organique non alcoolique est le n-hexane, 

11 - Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'on incU* 1* operation d'alkylation d'un compose de formule 

15 (II), dans laquelle R est un groupe oxyalkyl inferieur, par un 
agent alkylant. 

12 - Proo^de" selon la revendication 11, caracterise en ce 
qu'un agent alkylant est le dlazomethane. 

15 - Proced<§ selon la revendication 1. caracterise en ce 
20 qu'on inelu l' operation d'acylation d'un compose" de formule 

(I ), dans laquelle R est un groupe oxyalkyl inferieur, par un 
agent acylant. 

14 - Procede" selon la revendication 13, caracterise en ce 
qu'un agent acylant est 1 ! anhydride acetique ou 1' anhydride p- 

25 bromobenzolque , 

15 - Prooede selon la revendication 1 ,■ caracterise" en Qe 
qu'on inclu-t? 1'etape de reaction d'un compose de formule (II) 
avec un thioalcool ou une dialkylamine . 

16 - Procede selon la revendication 15, caracterise en ce 
30 qu'un . thioalcool est le methanethiol ou lM -tolufene thiol. 

17 _ Procede" selon la revendication 15 caracterise en ce 
qu'une dialkylamine est la dimethylamine . 

18 -- Procede selnn la revendication 1, caracterise en ce 
qu'on ihclue 1 ' operation de transformation d'un compose de fbr- 

35 mule (17), dans laquelle R" T est un groupe arylalkylcarbonyl 

inferieur et R est un groupe oxyalkyl inferieur, dans un sblvant 
organique non alcoolique, en un compose de formule (V) . 

19 - Procede selon la revendication 18, caracterise" en ce 
qu'on utilise 1 'acStonitrile corame solvant organique non al- 

40 coolique. 
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OV HJJ IO 20 _ compose de formule : 



30 




OUCH? 



10 dans laquelle R., est i'hydrogene, un groupe alkyl inferieur, un 
groupe alkylcarbonyl inferieur, un groupe aryl- alkylcarbonyl in- 
- ferieur ou aryl carbonyl et Y est -^m^^m^m^raoterlse 



en ce que R est un groupe oxyalkyl inferieur, un groupe aryl 
oxyalkyl inferieur, thioalkyl inferieur, aryl thioalkyl inferieur 

15 ou diaminoalkyl inferieur. 

21 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R., est i'hydrogene et Y est -N=CH-. 

22 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R t est le groupe oxy p-bromobenzyl et Y est -N=CH. 

20" 23 - Compose selon la revendication 20. caracterise- en ce 

que R., est i'hydrogene et Y est -NH-CHR-, ou R est le groupe 
oxymethyle . 

24 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R 1 est i'hydrogene et Y est -NH-CHR-, ou R eot le groupe 

25 oxyethyle. 

25 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R 1 est le groupe methylcarbonyl et Y est -NH-CHR- , ou R est 

le groupe oxymethyle . 

26 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R 1 est le groupe oxy p-bromobenzyl et Y est -NH-CHR-, ou R 

est le groupe oxymethyle. 

27 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que Rl est le groupe methyl et Y est -NH-CHR- , ou R est le groupe 

oxymethyle. t 

28 - Compose selon la revendication 20,qaracterise en ce 
que R, est I'hydrogene et Y est -NH-CHRr>ou R est le groupe thio- 
benzyle . 

nomethyle . 



35 



40 
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